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ANTI-APOPTOTISCH WIRKSAME APTAMERE 

Die vorliegende Erfindung betrifft anti-apoptotisch wirksame Aptamere. 
Die entsprechenden Sequenzen werden gezeigt Mogliche therapeutische und 
diagnostische Verwendungen werden beschrieben. 

NukleinsSuremolekule (sogenannte Aptamere), die spezifisch an 
bestimmte Zielmolekiile (Antigene) binden, sowie Verfahren zur Herstellung und 
Isolierung solcher Aptamere wurden im Stand der Technik bereits sehr 
ausfiibrlich beschrieben. 

Solche aus einzelsMngiger ssDNA oder ssRNA bestehenden Aptamere 
besitzen dabei sehr hohe Affinitaten und Spezifitaten ffir die entsprechenden 
Antigene. Bis.heute wurden NukleinsSureliganden fBLr Metallionen, organische 
Verbindungen, Peptide, Proteine, oder sogar komplexe Strukturen wie Viren und 
ZeUen isoliert (Obersichtsartikel: Gold etal, Annu. Rev. Biochem. 64, (1995), 
763-797; Ellington und Conrad, Biotechnol. Annu. Rev. 1 (1995), 185-214; ' 
Famulok, Curr. Opin. Struct Biol. 9 (1999), 324-329). 

Aptamere sind daher NuWeinsauren, besteherfcl aus DNA oder RNA, die 
durch ibre rSumliche Struktur in der Lage sind, spezifisch und mit hoher Affinitat 
an ein bestimmtes Target zu binden (Osborne, S. E. and A. D. Ellington (1997) 
,T Nucleic Acid Selection and the Challenge of Combinatorial Chemistry" Chem. 
Rev 97(2): 349-370). In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Aptameren 
gegen medizinischrelevante Zielproteine identifiziert, und es wird erwartet, dass 
der Einsatz von NukleinsSuren fur therapeutische und diagnostische Zwecke jetzt 
erst richtig beginnt (Jayasena, S. D., (1999), "Aptamers: an emerging class of 
molecules that rival antibodies in diagnostics' 1 Clin Chem 45(9): 1628-1650, 
Cerchiai L., J. Hamm, et al, (2002), "Nucleic acid aptamers in cancer medicine" 
FEBS Lett 528(1-3): 12-16). Diese neue Entwicklung liegt darin begriindet, dass 
die Identifizierung und Anwendung von DNA oder RNA-Molekiilen einige 
Vorteile gegentiber Antik6rpern aufweist, die Therapie- und Diagnose auf vielen 
Gebieten bisher noch dominieren. 

Die Methodik zur Gewinnung monoklonaier Antikorper (Kohler, G. and 
C. Milstein (1975) "Continuous cultures of fused cells secreting antibody of 
predefined specificity" Nature 256 (5517): 495.U97) bedeutete einen groJJen 
Durchbruch ftir viele Bereiche der modernen Biologie und Medizin. In der 
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medizinischen Forschung sind sie vor allem anf diagnostischem Gebiet von 
Bedeutung, inzwischen sind einzelne Antikoiper auch als Medikamente 
zugelassen worden. Wenn ein bestimmtes Protein, z.B. an der Zelloberflache, als 
Target Sir diagnostische oder therapeutische Zwecke identifiziert wurde und dann 
5 a) seine PrSsenz diagnostisch nachgewiesen, oder b) seine Funktion therapeutisch 
blockiert werden sollte, so war bisher fur beide Falle die Entwicklung eines 
monoklonalen Antikorpers die wichtigste und/oder die schnellste Methode; die 
Entwicklung niedermolekularer Therapeutika ist immer noch sehr langwierig. Die 
Nachteile und Einschrankungen b ei der Identifizierung und Produktion der 
10 Antikoiper sind allerdings bekannt (Jayasena 1999), z.B. die Notwendigkeit, mit 
Tierversuchen die erste Immunisierung durchzufiihren; das Problem der 
Verfftgbarkeit und Reproduzierbarkeit der Hybridoma-Zellen tiber mehrere Jahre; 

oder der hobe Aufwand und die enormen Kosten bei der Herstellung der 
AntikSrper. 

1 5 Ein Aptamer kann unter spezifisch ausgewahlten Versuchsb edingungen 

selektiert werden, wie z.B. solche, die fur ein diagnostisches Verfahren optimal 
sind (Jayasena 1999). Aptamere konnen besser iiber ISngere Zeit gelagert werden, 
da sie nicht wie Proteine einer irreversiblen Denaturierung unterliegen, sondem 
jederzeit wieder tbermisch renaturiert werden kfinnen. Aptamere werden wShrend 

20 des Selektionsverfahrens meist enzymatisch synthetisiert, sie lassen sich fiir eine 
Produktion im grSBeren MaBstab aber auch chemisch synthetisieren, so dass die 
Herstellung gegeniiber der Produktion von monoklonalen AntikQipern erheblich 
besser reproduzierbar erfolgen kann (Jayasena 1999). 

Die Modifizierungen, die zur Stabilisierung von DNA (Agrawal, S. (1996) 
25 "Antisense oligonucleotides: towards clinical trials" Trends Biotechnol 14(10): 
376-387) oder RNA (Pieken, W. A., Olsen D. B. et al (1991). "Kinetic 
characterization of ribonuclease-resistant 2 , -modified hammerhead ribozymes." 
Science 253(5017): 314-317; Ruckman, J., Green L. S., et al (1998) "2'- 
Fluoropyrimidine RNA-based ap tamers to the 165 -amino acid form of vascular 
30 endothelial growth factor (VEGF165). Inhibition of receptor binding and VEGF- 
induced vascular permeability through interactions requiring the exon 7-encoded 
domain." J Biol Chem 273(32): 20556-20567) fiihren, sind als Routineverfahren 
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in der Synthese der Nukleinsauren bzw. ihrer Nukleotid-Vorstufen etabliert, so 
dass jetzt die ersten Aptamere in klinischen Studien getestet werden kfinnen 
(Eyetech Study Group (2002) "Preclinical and phase 1A clinical evaluation of an 
anti-VEGF pegylated aptamer (EYE001) for the treatment of exudative age- 
5 related macular degeneration" Retina 22(2): 143-152). ••■ 

Die Apoptose ist ein genetisch kodiertes Selbstmordprogramm, welches in 
eukaryontischen Zellen unter bestimmten physiologischen oder pathologischen 
Bedingungen induziert wird. Die Induktion der Apoptose muss auBerordentlich 
prSzise reguliert sein, denn eine Hyperaktivitat kann zu degenerativen 
10 Erkrankungen fuhren. Auf der anderen Seite kann eine verringerte Apoptose- 
Induktion beispielsweise zur Tumorprogression beitragen. 

Verschiedene niedermolekulare Ihduktoren der Apoptose wurden bereits 
beschrieben. Eine wichtige Klasse sind Tumorzyto statika. Auf welche Weise 
diese Zytostatika oder andere Substanzen Apoptose induzieren konnen, ist in den 
15 meisten Fallen jedoch unbekannt u 

Die Induktion von Apoptose kann beispielsweise iiber eine Reihe von sog. 
Todesrezeptoren, d. h. Rezeptoren, die eine "Death Domain" (DD) enthalten, wie 
CD95, TNF-RI, DR3, DR4 oder DR5, erfblgen, die nach Bindung ihrer Liganden 
Apoptose-Signalwege induzieren. Beispielsweise interagiert nach Bindung des 

20 CD95-Liganden der CD95-Rezeptor mit dem Adapterprotein FADD/MORT1, 
wodurch das "Recruitment" und die Aktivierung der Protease FLICE/Caspase-8, 
am DISC tr Death Inducing Signalling Complex" induziert werden. FADD und 
FLICE enthalten jeweils "Death Effector Domains" (DED). Die Induktion der 
Apoptose iiber diese Apoptose-Signalwege ist von auB en beispielsweise durch die 

25 Gabe von Zellgiften (cytotoxischen Substanzen), Bestrahlung, Viren, Entzug von 
Wachstumsfaktoren oder mechanische Zellverletzung mdglich. Diese 
Moglichkeiten der Apoptose-Tnduktion sind allerdings von bestimmten Nachteilen 
begleitet. So ftihrt die Gabe von Zellgiften, wie Cytostatika, oder die Bestrahlung 
bei Krebszellen zur Resistenzentwicklung und daniber hinaus zu einer 

30 Schadigung normaler Zellen, bei denen eigentlich keine Apoptose ausgelOst 
werden sollte. 
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Im allgemeinen wird z.B. die Induktion der Apoptose vorgeschlagen zur 
Behandlung von Krebs, zur Verhinderung von angiogenetischen Vorg§ngen etc. 
Obwohl hier bereits Induktoren beschrieben wurden, weisen diese noch 
eine Reihe von Nachteilen auf. Beispielsweise erzeugen Zytostatika schwere 
5 Nebenwirkungen. 

Es werden aber auch pathologische ZustSnde diskutiert, bei denen die 
Apoptose negative Auswirkungen hat, und zu deren Behandlung die Apoptose 
inhibiert werden muB. 

Ein Beispiel f&r eine solche Krankheit ist die Arteriosklerose. 
10 Irisbesondere konnte von den Erfindern schon firuher gezeigt werden, dass gerade 
im Bereich der arteriosklerotischen Plaques apoptotische Zellen (besonders: 
Endothelzellen, glatte Muskelzellen) auftreten, und dass dieses Auftreten durch 
gestorte StrSmungsverhaltnisse verstarkt wird, also stromungsabhSngig ist 
(Freyberg et aL, BBRC, 286, 141-149, 2001). 

15 Auch kfmnen solche Substanzen, die die Apoptose modulieren eingesetzt 

. werden, urn die Heilung von Wunden positiv zu beeinflussen. Weitere 
Krankheiten, die in Zusammenhang mit einer verstarkt aufiretenden Apoptose 
diskutiert werden, sind AIDS, Krebs und Alzheimer. Weiterhin in Zusammenhang 
mit einer verstarkt aufiretenden Apoptose diskutierte Erkrankungen sind 

20 systemischer Lupus erythematosus sowie die rhemnatoide Arthritis sowie weitere 
chronisch-entziindliche Erkrankungen. 

Es besteht daher ein hoher Bedarf an Substanzen, die die Apoptose positiv 
oder negativ beeinflussen. Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind 
insbesondere solche Substanzen bevorzugt, die Apoptose inhibieren. Insbesondere 

25 ware es giinstig, die strSmungsabhangige/kraflabhangige und mit der 

Arteriosklerose/Wundheilung ursSchlich verbimdene Apoptose inhibieren zu 
konnen. Weiterhin besteht hoher Bedarf an pharmazeutischen Formulierungen, 
die solche Substanzen enthalten, und die zur Behandlung von Zustanden 
eingesetzt werden kfinnen, bei denen die Inhibition oder die Induktion der 

30 Apoptose angezeigt ist, insbesondere zur Behandlung der Arteriosklerose, die 
positive Beeiiiflussung der Wundheilung, aber auch von AIDS, Alzheimer und 
Krebs. 
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In der alteren Deutschen Patentanmeldung DE 101 63 130 offenbaren die 
Erfinder der vorliegenden Erfindung Peptide, die Apoptose inhibieren oder 
induzierea. 

.Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, weiter verbesserte 
5 apoptotisch wirksame gubstanzen zur Verfiigung zu stellen. Ihsbesoncfere war es 
eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Substanzen zur Verfiigung zu 
stellen, die eine durch TSP-1 induzierte Apoptose von eukarytischen Zellen, 
insbesondere von Endothelzellen und Fibroblasten inhibieren k6nnen. Eine 
weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, phannazeutische 
10 Zubereitungen zur Verfiigung zu stellen, mit denen Krankheiten wie 

Arteriosklerose, Wunden, AIDS, Alzheimer, Krebs, systemischer Lupus 
erythematosus sowie die rheumatoide Arthritis sowie weitere chronisch- 
entztindliche Erkrankungen behandelt werden kSnnen, bei denen die Inhibition 
oder Induktion von Apoptose angezeigt ist. 

1 5 Diese und weitere, nicht explizit genannte Aufgaben, die sich aber aus der 

vorangegangenen Wfirdigung des Stands der T^chnik ohne weiteres ergeben, 
werden durch die in den Anspruchen definierten Ausftihrungsbeispiele der 
vorliegenden Erfindung gelSst 

Uberraschenderweise kann diese Aufgabe in einfacher Weise geldst 
20 werden durch zur Verfiigung stellen einer NukleinsSure umfassend eine 

Nukleinsauresequenz ausgewMhlt aixs der Gruppe bestehend aus den in den SEQ 
ID NOs 1 bis 9 dargestellteh Sequenzen. 1 

Ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung betriflft 
funktionelle Varianten dieser Nukleinsauren. Damit sind fur die Zwecke der* 

25 vorliegenden Erfindung Nukleins&uren gemeint, die einen Bereich von 

mindestens 6, bevorzugt mindestens 10, ganz besonders bevorzugt mindestais 15 
und am meisten bevorzugt mindestens 20 aufeinanderfolgenden Nukleotiden 
aufweisen, der mindestens 60% bevorzugt mindestens 70%, besonders bevorzugt 
mindestens 80%, noch mehr bevorzugt mindestens 90% und ganz besonders 

30 bevorzugt mindestens 95% Sequenzidentitat zu den Sequenzen ausgewahlt aus 
der Gruppe bestehend aus: SEQ ID NO 1 bis SEQ ID NO 9 aufweisen, und in 
dem unten beschriebenen Testverfahren eine anti-apoptotische AktivitMt von 
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mindestens 50% Inhibitionsindex, bevorzugt mindestens 60%, besonders 
bevorzugt mindestens 70%, ganz besonders bevorzugt mindestens 80%, noch 
mehr bevorzugt mindestens 90% und am meisten bevorzugt mindestens 95% 
aufweisen. 

5 Ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung betrifil 

NukleinsSuren bei denen sich an eine NukleinsSuresequenz ausgewShlt aus der 
Gruppe bestehend aus: SEQ ID NO 1 bis SEQ ID NO 9 in 5 V und/oder 3 
Richtung Nukleotide anschliessen. Insbesondere umfasst diese Verlangerung * 
jeweils nicht mebr als 1 00, bevorzugt nicht mehr als 70, besonders bevorzugt 
10 nicht mehr als 30, ganz besonders bevorzugt nicht mehr als 20, und am meisten 
bevorzugt nicht mehr als 10 Nukleotide. 

S'elbstverstSndlich sind auch hier funktionelle Varianten dieser 
verlangerten Nukleinsauren im Sinne der obigen Definition mitumfasst 

Die Aptamere der vorliegenden Erfindung umfassen vorzugsweise 
15 Modifikationen, die die Stabilitat der erfindungsgemaBen Nukleinsauren 

gegeniiber einem Nuklease-Abbau erhShen. Bevorzugt handelt es sich dabei inn 
die Verwendung von 2'-NH 2 -2'-desoxyuridin und/oder 2 , -NH 2 -2'-desoxycytidin 
anstelle der unmodifizierten Nukleotide Uridin und Cytidin. 

Unter Nukleinsauren werden flir die Zwecke der vorliegenden Erfindung 
20 polymere Molekiile verstanden, die im Falle der RNA aus den Nukleotiden 

Adenosin (A), Cytidin (C), Uridin (U), Guanosin (G) und die im Falle der DNA 
aus Desoxyadenosin (A), Desoxycytidin (C), Desoxyguanosin (G) und Thymidin 
(T) aufgebaut sind. Diese Nukleotide kSnnen mindestens eine der folgenden 
Modifikationen aufweisen: 2'-desoxy, 2'-Fluor, 2'-Chlor, 2'-Brom, 2'-Iod, 2'- 
25 Amino (bevorzugt nicht substituiert, mono- oder di-substituiert), 2 '-mono-, di- 
oder tri-halomethyl, 2'-0-Alkyl, 2 '-O-hdo-substituiertes Alkyl, 2 '-Alkyl, Azido, 
Phosphorothioat, Sulfhydryl, Methylphosphonat, Fluorescein, Rhodamin, Pyren, 
Biotin, Xanthin, Hypoxanthin, 2,6-Diaminopurin, 2-Hydroxy-6-mercaptopurin, 
Polyethylenglykol-Modifikationen und bei Pyrimidin-Basen an 6-Position 
30 Schwefel bzw. an 5-Position Halogen, C1-5 Alkylgruppen, abasischer Linker, 3 
desoxy-adenosin oder andere '^ettenterminatoren" bzw. nicht- verlSngerbare 
Nukleotidanaloge am 3 'Ende oder andere Modifizierungen am 5'- oder/und 3 
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Ende aufweisen. Weitere im Stand der Technik bereits offenbarte Modifikationen 
wie zJB. in der WO 02/26932 sind hier selbstverstSndlich mit umfasst 

Im allgemeinen umfassen Aptamere 10 bis 100 Nukleotide, vorzugsweise 
15 bis 50 Nukleotide, besonders bevorzugt 20 bis 40 Nukleotide. Gegebenenfalls 
5 kSnnen Aptamere eine Minimalsequenz von etwa mindestens 6, bevorzugt etwa 
mindestens 10 und besonders bevorzugt mindestens 14 bis 15 Njikleotiden 
aufweisen^ die nStig ist, uip die Bindung zu gewahrleisten. 

Ein bevorzugtes Ausftihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung stellen 
pharmazeutische Zubereitungen umfassend mindestens eine erfindungsgemaBe 
lO Nukleinsaure dar. 

Ein insbesondere bevorzugtes Ausftihrungsbeispiel der vorliegenden . 
Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsauren zur 
Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung von Arteriosklerose, zur 
F6rderung der Wundheilung, insbesondere bei schwerheilenden Wunden, AIDS, 
1 5 Krebs, Alzheimers Erkrankung, systemischer Lupus erythematosus sowie die 

rheumatoide Arthritis mid weiterer chronisch-entztodlicher Erkrankungen mittels 
der im Fachgebiet gut bekannten Methoden. 

In einem weiteren bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel betriflft die 
voirliegende Erfindung auch die Verwendung der erfindungsgemaBen 
20 Nukleinsauren als DiagnosetooL Dabei werden markierte Nukleinsauren 

verwendet Die Markierung kann z.B. aus einem Fluoreszensfarbstofi^ einem 
Enzym, Antikorper oder einem Radionviklid bestehen. Die entsprechenden 
Nachweismethoden sind dem Fachmann bestens bekannt 

Vorzugsweise wird ein erfindungsgmaBes Aptamer dann als Bestandteil 
25 eines kit of parts vorliegen nebst beispielsweise Positiv- und Negativkontrollen. 
Es ist dem Fachmann klar, daB die entsprechenden Aptamere insgesaxnt 
prinzipiell wie Antik6rper z.B. in ELISA-Applikationen, chromatographischen 
Verfahren und ftir diagnostische/Screening-Verfahren angewendet werden 
k6nnen. 

30 Anti-apoptotisch wirksam im Sinne der vorliegenden Erfindxmg bedeutet, 

dass die entsprechende Substanz in dem Inhibitionstest gemSB Beispiel 6 einen 
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Inhibitions-Index von mindestens 50%, bevoizugt mindestens 60%, besonders 
bevorzugt mindestens 70%, ganz besonders bevorzugt mindestens 80%, npch 
mehr bevorzugt mindestens 90% und am meisten bevorzugt mindestens 95% 
bezogen auf die Kontrolle mit TSP- 1 -induzierter Apoptose bewirkt 

5 Aptamere, die aktive Bestandteile einer pharmazeutischen Zubereitung 

sind, werden im Allgemeinen in einem pharmazeutisch annehmbaren Tr&ger 
gelSst. Beispiele fur pharmazeutisch annehmbare Trager konnen Pufferl8sungen 
wie Phosphatpuffer oder Citratpuffer sein. 

Die spezifische Dosierung und Posologie ist fur jeden Patienten von einer 
1 0 Anzahl von Faktoren abhangig, einschlieBlich der Aktivitat der verwendeten 
spezifischen Verbindungen, dem Alter des Patienten, dem Korpergewicht, dem 
allgemeinen Gesundheitszustand, dem Geschlecht, der Ern3hrung, der Zeit der 
Verabreichung, dem Weg der Verabreichung, der Exkretionsrate, der Verbindung 
mit anderen Arzneimitteln und der Schwere der einzelnen Erkrankung, fitr die die 
1 5 Therapie angewandt wird. Sie wird von einem Arzt in AbhSngigkeit von diesen 
Faktoren ermittelt 

Aptamermedikamente werden iiblicherweise parenteral verabreicht, zJ8. 
durch ein Inhalationsspray, rektal, durch subkutane, intravenose, intramuskulare, 
intraartikulSre und intrathecale Injektions- und Ihfusionstechiiiken, oder M.uBerlich 
20 ' in pharmazeutischen Formulierungen, welche konventionelle, pharmazeutisch 
annehmbare Tr2ger, Adjuvantien und Vehikel enthalten. Je nach Art der 
identifizierten Substanz kommen auch andere Verabreichungswege in Betracht, 
z.B. oral. Weiterhin kann das Medikament als Salbe, Gel, feuchter Verband etc. 
aufgebracht werden. 

25 Die Erfindung stellt ebenso pharmazeutische Zusammensetzungen bereit, 

die eine wirksame Menge eines anti-apoptotischen wirksamen Aptamers in 
Kombination mit einem konventionellen pharmazeutischen Tr&ger umfassen. Ein 
pharmazeutischer Trager ist z.B. ein fester oder fltissiger Fttllstof£ ein 
Verkapselungsmaterial oder ein Losungsmittel. Beispiele fiir Materialien, die als 

30 pharmazeutische Trager dienen kSnnen, sind Zucker wie Lactose, Glucose und 
Saccharose; Starke wie Maisstarke und KartoffelstSrke; Cellulose und deren 
Derivate wie Natriumcarboxymethylcellulose, Ethylcellulose und Celluloseacetat; 
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pulverisierter Tragacanth; Malz; Gelatine; Talg; Arzneimitteltrager wie 
Kakaobutter und Zapfchenwachse; Ole wie Erdnussol, BaumwollsamenSl, 
FarberdistelSl, Sesam'61, Olivenol, Maisol und SojabohnenSl; Polyole wie 
Propylenglykol, Glycerin, Sorbitol, Mannitol und Polyethylenglykol; Ester wie 
Etiiyloleat und Ethyllaureat; Agar; Pufifermittel wie Magnesiumhydroxid und 
Alimuiuumhydroxid;' Alginsaure; Pyrogen-freies Wasser, isotonische Salzlosung; 
Ringers. LSsung, Ethylalkohol und PhosphatpufferlSsungen wie auch andere 
nichttoxische kompatible Substanzen, die in pharmazeutischen Fonnulierungen 
verwendet werden. Benetzungsmittel, Emulgatoren und Gleitmittel wie 
Natriumlamylsulfat und Magnesiumstearat, wie auch FSrbemittel, 
Beschichtungsmittel sowie Parfiimierungsmittel und Konservierungsstoffe k6nnen 
ebenso in den Zubereitungen vorhanden sein, entsprechend deii Anforderungen 
des Galenikers. Die Menge des aktiven Wirkstoffes,, der mit den 
Tragermaterialien kombiniert wird, urn eine Einzeldosis zu produzieren, wird 
abhMngig von dem behandelten Patienten und der speziellen Methode der 

a. 

Verabreichung variieren. 

Phaimazeutisch annehmbare Salze der erfindungsgemaBen Aptamere 
konnen auf gut bekanntem Weg, beispielsweise durch LCsen der 
erfindungsgemaBen Verbindungen in der entsprechenden wassrigen 
Pufferlosungen oder H 2 0 und anschlieBendem Gefiiertrocknen hergestellt 
werden. Metallsalze k6nnen erhalten werden durch L6sen der erfindungsgemaBen 
Verbindungen in Losungen, die das entsprechende Ion enthalten, und 
anschlieBendem Isolieren der Verbindung fiber HPLC oder 
Gelpermeationsverfahren. 

Weitere Verfahren und Methoden zur Herstellung von 
Aptamermedikamenten sowie deren Verabreichung sind z.B. in der WO 02/26932 
offenbart, und konnen selbstverstSndlich hier ebenfalls angewendet werden. 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsauren kSnnen in einfacher Weise 
beispielsweise durch herkommliche chemische Synthese mithilfe eines 
DNA/RNA-Synthesizer hergestellt werden, ohne den Fachmann vor irgendwelche 
Probleme zu stellen. Die entsprechenden Protokolle und Gerate sind auf dem 
Fachgebiet bestens bekannt und Routine. 
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Figur 1 zeigt eine fur SEQ ID NO 2 postulierte SekundSrstruktur. Das 
Aptamer SEQ ID NO 2 bildet mit der RNA-Sequenz 5'-CGGAC GGGAC 
CAGAG GUGCC GCUGU CCG-3' die Struktur HI aus. Dieser Bereich mit 
HeIix-(Hairpin)-Struktur (HI) ist flankiert von zwei RNA-Abschnitten, die 
ebenfalls eine Helix-Struktur ausbilden konnen, genannt <c Helix F\ Die Synthese 
von veranderten/mutierten RNAs ausgehend von Aptamer 89 (SEQ ID NO 2) . 
zeigt, ob die flankierenden Sequenzen, die die Helix F ausbilden, wichtig fQr die 
Funktion des Aptamers sind und ob das Aptamer 89 verkiirzt werden kann, bei 
Erhalt seiner Funktion (SEQ ID NO 4, Beispiel 7). 

Figur 2 zeigt eine ftlr SEQ ID NO 7 errechnete Sekundarstruktur. Die { 
Struktur weist im zentralen Bereich der Sequenz (SEQ ID NO 9) einen Hairpin 
Loop (H2) auf, der durch eine weitere Helix aus den flankierenden Sequenzen 
erganzt wird. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die yorliegende Erfindung, ohne 
jedoch einschrankend zu sein. 



BEISPIELE 



20 Die folgende Obersicht zeigt die verwendeten Materialien und Bezugsquellen: 
Material Firma, Ort Best.-Nr Bemerkang 



25 



30 



Phenol 

T7-RNA Polymerase 

ATP, GTP 

2'-NH 2 -UTP 
2'-NH 2 -CTP 



RQ1 DNasel, 
KNasefrei , 



Carl Roth, Karlsruhe 

MBI-Fermentas, 
St. Leon-Roth 

Carl Roth, Karlsruhe 



tebu-bio, Offenbach 



0038.1 
EP0111 

K045.1 
K047.1 

N-1027 
N-1026 



Promega, Mannheim M6101 



TE-Squilibriert 



Hersteller: 
TriLink, 
San Diego 



Chemikalien, 



Carl Roth, Karlsruhe 
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Biochemik alien ( Merck, Darmstadt; 

Sigma, Deisenhofen 

» 

Bidestilliertes Wasser zum Ansetzen von Losungen wurde mit 
5 Diethylpyrocaxbonat (DEPC), 0,01 % fiir 24 Stunden bei 20 bis 25°d behandelt 
und anschlieBend fiir 60 min bei 121°C autoklaviert 

Losungen: 

CI CMorofonn/Isoamylalkohol-Mischung24:l (Volumen/Volumen) 

10 lxTBB 90 mM Tris, 90 mM BorsSure, 2 mM EDTA 



Beispiel 1: Synthese der erfindungsgemaBen Aptamere 

Aptamer bezeichnet eine modifizierte RNA, bei der die Pyrimidin- 
15 Nukleotide (U und C) an der 2'-Position statt der OH-Gruppe eine NH 2 - (Amino-) 
Gruppe tragen. Die Synthese der modifizierteri RNA erfolgt hier enzymatisch . 
mittels einer RNA Polymerase durch Einbau von unmodifizierten Purin- und 
modifizierten Pyrimidin-Nukleotiden. 

Ausgehend von doppelstrSngiger DNA (60-70 pmol DNA), die die T7 
20 Promotor-Sequenz des Bakteriophagen T7 lind, ab dem ersten transkribierten 
Nukleotid eine DNA-Kopie der gewtinschten Aptamer-RNA (z.B. fur Aptamer 
Nr. 89: DNA-Sequenz "SEQ ID NO 1", beginnend mit 5'-GGGAGAC...-3*, siehe 
Beispiel 2) enthSlt, werden die Aptamer-RNAs durch die T7 RNA Polymerase 
synthetisiert Die Transkription erfolgt in Gegenwart von ATP und GTP sowie der 
25 modifizierten Nukleotide 2*-NH 2 -UTP (2' NH 2 -2'-desoxyuridin) und 2*- NH 2 - 
CTP (2* NH 2 -2'-desoxycytidin) durch Inkubation mit der kauflichen T7 RNA 
Polymerase in Gegenwart der vom Hersteller empfohlenen Puffer- und 
Salzbedingungen (Hersteller MBI-Fermentas, St. Leon-Roth) in einem Volumen 
von 40 ill bei 16°C +/- 3 °C fiir 20 bis 44 Stunden. Dann wird die noch 
30 vorhandene DNA durch Zusatz von MgCl 2 (ErhOhung der Konzentration urn 2,74 
mM) und RNase-freier DNase I (Endkonzentration 0,06 units/jxl) und Inkubation 
bei 37°C fiir 135 min verdaut, wobei 1 unit DNase I definiert ist als die 
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Enzymmenge, die 1 \ig DNA in 50 \il in Pufifer mit 40 mM Tris-HCl, 10 mM 
NaCl, 6 mM MgCl 2 , 10 mM CaCl 2 , (pH 7,9 bei 25°C), in 10 Minuten bei 37°C 
kpmplett verdaat. 

Nach Zugabe von 45 pi TE-Pufler (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 
5 7,8) wird die Losung zunachst mit Phenol und dann mit 

Chloroform/Isoamylalkohol (24: 1) extrahiert. Danach wird die Aptamer-RNA mit 
Ethanol gefallt und nach Waschen mit 70 % Ethanol in 30 \il DEPC-behandeltem 
bidestilliertem H 2 0 gelost und bei -20°C aufbewahrt. Die Ausbeute an Aptamer - t 
RNA wird durch Analyse der Extiiilction bei 260 und 280 nm, sowie zusammen 

10 mit Nukleins^uren bekannter Konzentration, nach Trennung ineinem 

Polyacrylamid-Gel in Gegenwart von 8 M Harnstoff und Tris-Bors&ure-Puffer 
mit 9,47 % (w/v) Acrylamid und 0,53 % Bis-Acrylamid, 8 M Harnstoff und TBE- 
Puffer (Standard lxTBE-Puffersystem: 90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 2 mM 
EDTA) bestimmt, die Trennung der Nukleins&uren erfolgte bei 12 bis 16 V/cm 

15 fttr 35 bis 45 min. Das Gel wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen II 
(Molecular Probes; Konzentration nach Herstellerangabe) ftir 20 min angefaibt, 
mit UV-Licht angeregt und die Fluoreszenz im sichtbaren Licht analysiert 



20 Beispiel 2: Sequenzen der erfindungemaBen Aptamere 

1 Seouenz der DNA Nr. 89 ( SEP ID NO 1) 

5 * - GGGAG ACGAT ATTCG TCCAT CACCG GACGG GACCA GAGGT 
GCCGC TGTCC GACTG AATTC TCGAC C-3' 

2.1 RNA-Sequenz des Pvrimidin-modifizierten Aptamers Nr. 89 (SEP ID NO 2) 
25 (U = 2'-NH 2 -2*-desoxyuridin; C = 2 , -NH 2 -2*-desoxycytidin) 

5 * -GGGAG ACGAU AUUCG UCCAU CACCG GACGG GACCA GAGGU 
GCCGC UGUCC GACUG AAUUC UCGAC C-3 ' 

3.") RNA-Sequenz des Kernbereichs des Pvrimidin-modifizierten Aptamers Nr. 89 
ohne flankierende Sequenzen (SEP ID NP 3) 
30 (U = 2 , -NH 2 -2'-desoxyuridin; C = 2'-NH 2 -2'-desoxycytidin) 

5 ' -ACCGG ACGGG ACCAG AGGUG C-3 ' 
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4/) RNA-Secmenz der Aptamer-Mutante Nr. 89-2 (58 nf> (SEP ID NO 4) 
(U = 2'-NH 2 -2Mesoxyuridin; C = 2 , -NH 2 -2 , -desoxycytidin) 

5 ' - GGGAG ACGAU AUUCG UCCAU CACCG GACGG GACCA GAGGU 
GCCGC UGUCC GACAU GGA— 3 * * 

5 5.) RNA-Sequenz der Aptamer-Mutante Nr. 89-Z (30 nf) (SEP ID NO 5V . 
(U = 2'-NH 2 -2'-desoxyuridin; C = 2'-NH 2 -2 , -desoxycytidin) 
5'-ACCGG ACGGG ACCAG AGGUG CCGCU GUCCG-3 ' 
6.1 Sequenz der DNA Nr. 82 ( SEP ID NO 6) 

5' -GGGAG ACGAT ATTCG TCCAT CGGGA GCAGG GAAGG GGGCC 
10 GCTGT CCGAC TGAAT TCTCG ACC-3' 

7.) RNA-Sequenz des Pvrimidin-modifizierten Aptamers Nr. 82 (SEP ID NO 7) 
(U - 2'-NH 2 -2'-desoxyiiridin; C « 2'-NH 2 ^desoxycytidin) 

5 '-GGGAG ACGAU AUUCG UCCAU CGGGA GCAGG GAAGG GGGCC 
GCUGU CCGAC UGAAU UCUCG ACC-3 ' ' 

15 8/) RNA-Sequenz des Kernbereichs des Pvrimid iri-TTinrtifiT jerten Aptamers Nr. 
82 ohrte flankierende Sequenzen (SEP ID NP 8) 
(U = 2 , -NH 2 -2'-desoxyuridin; C = 2'-NH 2 -2*-desoxycytidin) 
5' -GGGAG CAGGG AAGGG GGC-3' 

9.) RNA-Sequenz der Aptamer-Mutante Nr. 82-Z (30 nfl (SEP ID NP 9Y 

20 (U = 2 , -NH 2 -2 , -desoxyuridin; C = 2 , -NH 2 -2 , -desoxycytidin) 
5'-UCGGG AGCAG GGAAG GGGGC CGCUG UCCGA-3' 
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BEISPIEL 3: Kultivierung von humanen Endothelzellen aus Nabelschnur-Venen 
(HUVEQ 

Losungen (steril) : 

Kulturmedium: IF-Basalmedium +15% (v/v) NCS, 5 fig/ml Transferrin, 5 
5 [ig/ml Heparin, 0,7 p.g/ml FGF, 2 mM L-Glutamin [IF-Basalmedium: 1:1- 
Mischvmg aus Iscove's Modifiziertem Dulbecco Medium (IMDM) und Ham's 
F12, beide von Life Technologies, Paisley (England)] 

NCS: Serum neugeborener Kalber (Sebak, Aidenbach) 

FGF: Fibroblastenwachstumsfaktor (eigene Herstellung, partiell 
10 aufgereinigt aus Schweinehirn) 

Materialien : 

ZellkulturgefaBe, gelatiniert 

Durchfiihrung : 

Die Kultivierung von HUVEC erfolgt in gelatinebeschichteten 
1 5 KulturgefaBen bei 37°C, 5% C0 2 und Wasserdampf-gesSttigter LuftatmosphSre. 
Das Kulturmedium wird alle 2-3 Tage gewechselt; bei Konfluenz werden die 
Zellen mit einer Teilungsrate von 1:3 bis 1:5 passagiert. HUVEC wachsen streng 
kontaktinhibiert und bilden einschichtige Zellrasen init der typischen 
Kopfsteinpflastermorphologie. Bei Konfluenz erreichen die Kulturen Zelldichten 
20 von 4-9 x 1 0 4 Zellen/cm 2 . Fiir Apoptoseuntersuchungen werden ausschlieBlich 
HUVEC-Kulturen der Passagen 1-4 verwendet. 

Beschichtung von KuIturgefaCen: 

LGsungen (steril) : 

Gelatinelflsung, 1% (w/v) in MilU-Q-Wasser 

25 1 g Gelatine (zellkulturgeteslet) in 1 00 ml Milli-Q- Wasser suspendieren, 

durch Autoklavieren fiir 20 min bei 121°C und 2 bar losen und bei 
Raumtemperatur lagern. 

PBS (140 mM NaCl, 3 mM KC1, 8 mM Na 2 HP0 4 , 1 ,5 mM KH 2 P0 4 ) 
8g/lNaCl 
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0,2 g/1 KC1 

l,44g/lNa 2 HPO 4 x2H 2 0 , , 
0,2g/lKH 2 PO 4 * ' 

Die Salze in einem entsprechenden Volumen Milli-Q-Wasser JQsen, 20 
min bei 121 °C und 2 bar autbklavieren und bei Raumtemperatur lageni. Der pH- 
Wert wird ttberpruft und liegt zwischen 7,2 und 7,4. 

Maierialien : 

ZellkulturgefaBe 

Durchfuhrung : 

Fiir die Kultivierung adharent wachsender Zellen werden KulturgefaBe mit 
Gelatine beschichtet. Der Boden der ZellkulturgefaBe wird mit steriler 
GelatinelSsung bedeckt, die ZellkulturgefaBe werden 15 min bei Raumtemperatur 
belassen. Die GelatinelCsung wird abgesaugt, die ZellkulturgefaBe werden einmal • 
mit PBS gewaschen und kSnnen so verwendet werden. 

Subkultivierung adhSrenter Zellen 

LSsungen (steril): 
PBS 

Trypsin/EDTA (0,05% (w/v)/0,02% (w/v)) 
0,1 ml Trypsin-Stammlosung 

0,05 ml EDTA-Stammlosung ' 

Mit sterilem PBS auf 50 ml auffiillen, und in Portionen zu 10 ml bei -20°C 

lagern. 

Mater i alien: 

ZellkulturgefaBe, gelatiniert 
Durchftihrung: 

Alle aufgefilhrten Zelltypen werden mit Trypsin/EDTA-L6sung von der 
Kulturflache abgelost. Das Kultunnedium wird abgesaugt, der Boden des 
KulturgefaBes kurz mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA-L6sung (-1 ml 
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flir eine 25 cm 2 -Kultur-flasche) bedeckt. Die Enzymlosung wird sofort wieder 
abgesaugt, so dass ein dtinner Flttssigkeitsfilm auf den Zellen verbleibt Die 
Zellen werden 1-10 min bei Raumtemperatur belassen und das AblOsen der Zellen 
unter dem Mikroskop verfolgt Das Ablosen der Zellen kann durch sanftes 
Aufschlagen des Kulturgefafles auf der Kante beschleunigt werden. Die Zellea 
werden in frischem Kulturmedium aufgenommen, eventuell gezahlt und in neue 
KulturgefaBe ausgesMt 



10 BEISPBEL 4: Bestimmuiig der Apoptoserate durch FSrbung apoptotischer Zellen 
mitDAPI 

DAPI gehSrt zur Ladolfarbstoffgruppe und ist ein selektiver DNS- 
Farbstoff. Der Farbstoff wird bei 340-360 nm angeregt, und das 
Emissionsmaximum liegt bei 480 nm. Er wird fQr Apoptoseuntersuchungen 
15 eingesetzt [ vgl. Cohen et al., Immunology Today, 14, NO. 3, 126-130 (1993)]. 

Morphologische Auswertung: 

LSsungen: 
PBS 

FormaldehydlSsung 
20 4%(v/v)FormaldehydinPBS 

DAPI-L5sung (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) 

2 fig/ml DAPI in Methanol 

Materialien: 

Petrischale (35 mm) oder 24-Loch Platte mit HUVEC-Zellen in Kultur 

25 Durchfiihrung: 

Der Kulturiiberstand einer Petrischale oder 24 Loch Platte wird abgesaugt, 
der Zellrasen wird 15 Minuten mit 1 ml FormaldehydlSsung auf Eis fixiert, 
zweimal mit 2 ml PBS gewaschen, flir 15 Minuten mit 0,5 ml DAPI-Losung 
versetzt, mit PBS gewaschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 
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Es wird mit dem UV-Filtersatz und einem 20 x oder 40 x Objektiv gearbeitet 
500-1000 Zellen werden zufallig ausgewahlt und die Zellen mit apoptotischen 
Kernen gezahlt. , , 

Der Apoptose-Ihdex wird nach folgender Formel berechnet: 

5 Apoptose-Index [%] = Anzahl apoptotischer Zellen/Gesamtzellzahl x 100 



BEISPIEL 5: Testsystem fur anti-apoptotisch wirksame Aptamere 

Die Zellen werden wie in Beispiel 3 beschrieben kultiviert Die Zellen 
10 werden in die entsprechenden KulturgefaBe (z.B. 24-Lochplatte/0,5 ml pro 

KavitSt) ausgesat und nach dem Erreichen der vollst&idigen Konfluenz flir den 
eigentlichen Test eingesetzt. 

Die Induktion der Apoptose erfolgt durch das von den Endothelzellen 
selbst produzierte und sekretierte TSP-1, welches sich im Kulturmedium 
15 ahreichert (Auto-Konditionienmg des Kulturmediums). 

Es werden Untersuchungen zum Einfluss der verschiedenen Aptamere auf 
die Apoptoserate von Endothelzellen durchgefiihrt. Hierfur werden die Aptamere, 
die in DEPC-behandeltem bidestillierten Wasser gelost sind (Beispiel 1) in dem 
Kulturmedium ftir HUVEC (Beispiel 3) verdtinnt und in den angegebenen . 
20 Konzentrationen eingesetzt. Als PositivkontrDlle wird Kulturmedium ohne 
jegliche Aptamere oder lohibitoren eingesetzt. 

Das Medium mit den Aptameren wird zu den Zellen gegeben und ftir drei 
Tage unter Kulturbedingungen (Beispiel 3) inkubiert. Nach 36 Stunden wird das 
Kulturmedium/ Kulturmedium mit Aptameren einmal gewechselt. 

25 AnschlieBend werden die Zellen wie in Beispiel 4 beschrieben zur 

Bestimmung der Apoptoserate mit DAPI gefSrbt und der Apoptose-Ihdex nach 
der angegebenen Formel bestimmt. 

Die deutliche Apoptose-induzierende Wirkung des auto-konditioniert^i 
Mediums im Falle der Positivkontrolle und die reduzierte Apoptose im Falle der 
30 Inhibitionskontxolle zeigen als interne Kontrollen ein Gelingen des Testes an. 
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BEISPIEL 6: Identification von anti-apoptotisch wirksamen Aptarneren 
mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens 

5 Die Zellen werden wie in Beispiel 3 beschriebeh kultiviert. Die Zellen 

werden in die entsprechenden KulturgeflBe (z.B. 24-Lochplatte/0,5 ml pro 
Kavitat) ausgesat und nach dem Erreichen der vollstSndigen Konfluenz filr den 
Test nach Beispiel 4 eingesetzt Folgende Proben werden angesetzt: 

(K) Kultunnedium [auto-konditioniertes Medium, Basisrate der Apoptose, 
10 Kontrolle], 

(1) Kultuimedium + Aptamer 89, SEQ ID NO 2, Konzentration: 150 nM 

(2) Kultunnedium + Aptamer 89, SEQ ID NO-2, Konzentration: 300 nM 

(3) Kulturmedium + Aptamer 82, SEQ ID NO 7, Konzentration: 150 nM 

(4) Kultunnedium + Aptamer 82, SEQ ID NO 7, Konzentration: 300 nM 

15 Nach 72 h Inkubation unter Kulturbedingungen werden die Zellen fixiert, 

mit DAPI gefarbt und morphologisch unter dem Fluoreszenzmikroskop 
untersucht Die apoptotischen Zellen xmd die Gesamtzellzahl werden bestimmt 
und der Apoptoseindex berechnet (Prozent apoptotischer Zellen) (Beispiel 3, 
Beispiel 4, Beispiel 5). 



20 
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Tabelle 1: Es werden folgende Aptamere getestet Die dazugehSrenden 
Sequenzen sind in Beispliel 2 angegeben: 



PROBE NO 


Aptamer-Bezeichnung, 
Konzentration 


Apoptose 
-index [%L 


Inhibitions 
-index f%l* 


K 


Kontrolle 


3,59 ±0,54 




(1) 


89, 150 nM 


0,17 ±0,15 


95,24 


(2) 


1 89,300nM 


0,16 ±0,14 


95,65 


(3) , 


82, 150 nM 


1,22 ±0,27 


66,03 


(4). , 


82,300nM 


0,74 ±0,19 


79,32 



5 * 1 00% = keine Apoptose mehr detektierbar, 0% = keine Wirkung = Kontrolle 

BEISPIEL 7: Identifikation der minimierten Sequenz der anti-apoptotisch 
10. wirksamen Aptamere durch Verkttrzung 

Der Test wurde wie in Beispiel 6 beschrieben durchgefuhrt Dabei wurden 
ein Aptamer mit der reduzierten GesamtlSnge (SEQ ID NO 4, hier genannt "89- 
2") mit dem Aptamer 89 (voile LMnge SEQ ID NO 2, genannt "89") verglichen. 

1 5 Auch bei SEQ ID NO 4 bildet sich - wie in Figur 1 dargestellt - die 

thermodynamisch bevorzugte Haiipin-Struktur HI aus. Dagegen wurde die bei 
SEQ ID NO 2 am 3'-Ende vorhanderie Sequenz S^UGAAUUCUCGACC-S' bei ' 
SEQ ID NO 4 ersetzt durch die RNA-Sequenz 5'-AUGGA-3' (modifizierte RNA, 
siehe Beispiel 2). Dadurch wird die Struktur der "Helix F" zerstdrt, und es kann 

20 eine neuekurze Helix entstehen (S'-AUGGA/S'-UCCAU), 

Die Zellen werden wie in Beispiel 3 beschrieben kultiviert Die Zellen 
werden in die entsprechenden KulturgeflBe (z.B. 24-Lochplatte/0,5 ml pro 
Kavitat) ausgeszit und nach dem Erreichen der vollstSndigen Konfluenz fiir den 
Test eingesetzt (Beispiel 4, Beispiel 5). Folgende Proben werden angesetzt: 

25 (K) Kulturmedium [auto-konditioniertes Medium, Basisrate der Apoptose, 

Kontrolle], 

(5) Kulturmedium + Aptamer 89, SEQ ID NO 2, Konzentration: 50 nM 

(6) Kulturmedium + Aptamer 89,-2 SEQ ID NO 4, Konzentration: 50 nM 
Die folgende Tabelle 2 faBt die Ergebnisse zusammen. Es ist deutlich zu 
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erkennen, dafl der verkiirzte Sequenzbereich in Nr. 89-2 (SEQ ID NO 4) eine zur 
Ursprungssequenz Nr. 89 (SEQ ID NO 2) vergleichbare Aktivitat aufweist 



Tabelle 2: Es werden folgende Aptamere getestet. Die dazugehorenden 
Sequenzen sind in Beispiel 2 angegeben: 



PROBE NO 


Aptamer-Bezeichnung 


Apoptose 
-index [%] 


Inhibitions 
-index [%]* 


K 


Kontrolle 


4,99 ±0,59 




(5) 


89 


0,44 ±0,21 


91,15 


(6) 


89-2 


0,81 ±0,30 


83,76 



* 10O% = keine Apoptose mehr detektierbar; 0% = keine Wirkung = Kontrolle;* 
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patentansprOche 

1 . Nukleins&ure umfassend eine Nukleins£uresequenz ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus: SEQ ED NO 1 bis SEQ ID NO 9, welche anti- 
apoptotisch \*prksam ist und funktionelle Varianten dieser NukleinsSure. 

2. NuJcleinsSure nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass sich an die 
Seq[uenz aiisgewShlt aus der Gruppe bestehend aus: SEQ ID NO 1 bis SEQ 
ID NO 9 in 5'- und/oder 3'-Richtung nicht mehr als 100, bevorzugt nicht 
mehr als 70, besonders bevorzugt nicht mehr als 30 Nukleotide, ganz 
besonders bevorzugt nicht mehr als 20, und am meisten bevoiZugt nicht 
mehr als 10 Nukleotide anschlieflen. 

3. Nukleinsaure ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ED NO 1 bis 
SEQ ID NO 9. 

4. Pharmazeutische Zubereituhg umfassend eine NukleinsSure n&ch einem 
der Anspiiiche 1 bis 3. 

5. Verwendung der NukleinsSuren nach Anspruch 1 bis 3 zur Herstellung 
eines Medikamentes zur Behandlung von Erkrankungen ausgewShlt aus 
der Gruppe bestehend aus: Arteriosklerose, Wunden, FSrderung der 
Wundheilung insbesondere bei schwerheilenden Wunden, AIDS, Krebs, 
Alzheimers Erkrankung systemischer Lupus erythematosus sowie die 
rheumatoide Arthritis und weitere chronisch-entziindliche Erkrankungen. 

6. Verwendung der NukleinsSuren nach Anspruch 1 bis 3 als Diagnosetool. 

7. Verfahren zur Herstellung der Nukleinsauren nach Anspruch 1 bis3 durch 
chemische Synthese. 
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Figur 1 
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Figur 2 
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SEQUENZPRO^OKOLL 

<110> CytoTpols GmbH > 

<120> Anti-apoptotisch wirksame Aptamere 

•i. 

<130> C 720 

<160> 9 ■ . 

<170> PatentyEn version '3.1 

<210> 1 
<211> 66 
<212> DNA . 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Aptamer 
<400> 1 

gggagacgat attcgtccat caccggacgg gaccagaggt gccgctgtcc gactgaattc 60 
tcgacc 66 



<210> 


2 


<211> 


66 


<212> 


RNA 


<213> 


Kunstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


modif izierte, Base 


<222> 


(1) . . (66) 


<223> 


Aptamer; U =» 2 ' -NH2 - 


<400> 


2 



gggagacgau auucguccau caccggacgg gaccagaggu gccgcugucc gacugaauuc 60 
ucgacc 66 

<210> 3 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<221> modifizierte Base 

<222> (1)..(21) 

<223> <220> 

<223> Aptamer; U - 2 1 -NH2-2 1 -desoxyuridin; C = 2 • -NH2-2 1 -desoxycytidin 

<400> 3 

accggacggg accagaggug c 21 
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<210> 


4 


<211> 


58 


<212> 


RNA 


<213> * 


Kunstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


modifizierte Base 


<222> 


(1) (58) 


<223> 


Aptamer; U = 2'-NH2- 


<400> 


4 



gggagacgau auucguccau caccggacgg gaccagaggu gccgcugucc gacaugga 58 



<210> 
<21X> 
<212> 
<213> 


5 

30 

RNA. 

Kunstliche Sequenz 




<220> 
<221> 
<222> 
<223> 


modifizierte Base 
(1) . . (30) 

Aptamer; U * 2 1 -NH2-2 • -desoxyuridin; C m 2 ' -NH2-2 ' 


-desoxycytidin 


<400> 5 

accggacggg accagaggug. ccgcuguccg 


30 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


6 

63 
DNA 

Kunstliche Sequenz 




<220> 
<223> 


Aptamer 




<400> 


6 





gggagacgat attcgtccat- cgggagcagg gaagggggcc gctgtccgac tgaattctcg 60 



acc 



63 



<210> 


7 


<211> 


63 


<212> 


RNA 


<213> 


Kunstliche Sequenz 


<220> 




<221> 


modifizierte Base 


<222> 


(1) . . (63) 


<223> 


Aptamer; U = 2 1 -NH2 - 



C o 2 ' -NH2-2 » -desoxycytidin 



<400> 7 

gggagacgau auucguccau cgggagcagg gaagggggcc gcuguccgac ugaauucucg 



60 



WO 2005/056793 



3/3 



PCT/EP2004/014097 



acc 63 



<210> 8 • ' 

<211> 18 ■ 

<212> RNA 

<213> Kftnstliche Sequertz 

<220> u 

<221> modifizierte Ba'se 

<222> (1) . . (18) 

<223> Aptamer;' 0 = 2 « -NH2 -2 ' -desoxyuridin; C = 2 ''-NH2-2 ' -desoxycytidin 

<400> 8 

gggagcaggg aagggggc 1{ 



<210> 9 < 

<211> 30 

<212> RNA 

<213> KCinstliche Sequenz 
<220> 
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<222> (1)..(30) 

<223> Aptamer; U « 2 • -NH2-2 « -desoxyuridin; C « 2 ■ -NH2-2 1 -desoxycytidin 

<400> 9 

ucgggagcag ggaagggggc cgcuguccga 30 
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